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略語表 
 
AcOH: Acetic acid 
Boc: tertiary Butoxycarbonyl 
CIP: 2-Chloro-1,3-dimethylimidazolidinium hexafluorophosphate 
COMU: (1-Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylideneaminooxy) dimethylamino (morpholino) 
carbenium hexafluorophosphate 
DBU: 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-ene 
DCM: Dichloromethane 
DIPCI: N,N’-Diisopropylcarbodiimide 
DIPEA: N,N-Diisopropylethylamine 
DMAP: N,N-Dimethyl-4-aminopyridine 
DMT-MM: 4-(4,6-dimethoxy[1,3,5]triazin-2-yl)-4methylmorpholinium chloride 
Fmoc: 9-Fluorenylmethyloxycarbonyl 
HBTU: N,N,N’,N’-Tetramethyl-O-(benzotriazol-1-yl)uronium hexafluorophosphate 
HOBt: 1-Hydroxybenzotriazole 
Pbf: 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl 
PyBOP: 1H-Benzotriazol-1-yloxy-tri(pyrrolidino)phosphonium hexafluorophosphate 
TFA: Trifluoroacetic acid 
THF: Tetrahydrofuran 
TIS: Triisopropylsilane 
TLC: Thin-layer chromatography 
cHex: Cyclohexane 
tBu: tertiary Butyl 
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序論 
 
我々の生命活動は、タンパク質、核酸、糖といった様々な分子が相互に作用し合うこと
により精密に制御されている。近年ではこれら生体内分子の性質を応用して様々な技術が
開発されている。その代表的な例が医薬品としての利用である。 
従来医薬品として用いられてきた低分子化合物は化学合成を用いて製造が可能であり、
容易に構造を変換できることから、医薬品として広く用いられている一方で、低分子化合
物の中には基質特異性の低さや生体内での毒性の高さなどが問題になるものもある。 
そこで細胞表面の抗原や病原タンパク質を正確に認識することができるという点から、
生体内分子を応用した医薬品であるバイオ医薬品の開発が注目されてきた。その大きな流
れの一つが抗体医薬である。 
抗体医薬は抗原抗体反応を利用しているため特異性が高く、特に正常細胞とがん細胞を
正確に見分けることが可能であることから、抗がん剤として主に用いられている。近年で
は ADC(Antibody Drug Conjugate)と呼ばれる抗体と低分子医薬のコンジュゲート分子の
利用が注目されている 1。ADC を用いることにより、これまで特異性の低さ故に毒性が高
く利用できなかった低分子医薬品を抗体に結合させることにより、低分子医薬を正確に患
部まで運び、副作用を最小限に抑えることが可能となっている。 
 
一方で、抗体医薬品は分子量が大きく完全な化学合成は困難であることや製造に時間が
かかること、細胞膜透過性などの問題点が存在する。そのため、現在では抗体よりも分子
量が小さく、化学合成が可能であるペプチドに注目が集まっている。ペプチドはタンパク
質構造の一部であり、α-アミノ酸がアミド結合を介して数個から数十個結合したものを指
す。ペプチドはタンパク質間の相互作用を特異的に阻害したり、レセプターの活性化を行
うことが出来ることと、高い基質特異性を有していながら、タンパク質よりも分子量が小
さいため合成が容易であるという点から、次世代の医薬品として注目されており、2020年
のペプチド医薬品の市場は 200億ドルにもなると言われている 2。 
しかしながら、一般的にペプチドは酵素による分解を受けやすく生体内安定性に乏しい
ことから、抗体医薬品と同様にその投与方法が課題となっている。その一方で生体内に存
在するペプチドの中には様々な修飾、例えば N末端アセチル化などの末端修飾や糖鎖の付
加を始めとする側鎖への修飾などを受けることにより酵素分解安定性を向上したものが存
在する。また、非天然型の修飾を施すことにより天然型では酵素分解安定性の低いペプチ
ドにもそういった特性を付与することが可能となる。そのためペプチドの医薬品への応用
においてこういった種々の修飾ペプチドを均一的に安価かつ大量に合成する手法の開発が
必要となる。これを達成し得る手法として化学合成が注目され、広く研究が行われてきた。 
  
3 
 
現在、ペプチドの化学合成においては一般的に固相合成法が用いられている。固相合成
法とはプラスチック製のレジンを支持体とし、アミノ酸を順次縮合することで目的のペプ
チドを得る方法である。(Fig. 1) 不溶性の支持体を用いることにより、反応終了後に濾過
のみで簡便に目的物を回収できる点が利点としてあげられ、開発者である Robert 
Merrifield は 1984 年にこの功績 3 でノーベル化学賞を受賞している。本方法の開発によ
り酵素やペプチドホルモンを化学合成により得ることが出来るようになり、医学、薬学並
びに生化学界に多大なる影響を与えた。 
現在ではペプチド合成の他にも DNA, RNA といった核酸合成、糖鎖の合成にも用いら
れており、近年では医薬品のコンビナトリアルケミストリーにも用いられている。 
 
 
Fig. 1 ペプチド固相合成法 模式図 
 
ペプチドの固相合成法においては Fig. 1に示すように、C末端のアミノ酸をレジンに縮
合し、その後脱保護、縮合を繰り返すことにより C末端から N末端側へペプチドを伸長さ
せ目的のペプチドを得る方法が一般的である。 
本方法は容易に目的物と他の試薬を分離・精製出来るという面でペプチド合成のような
多段階反応において優れた方法であると言えるが、一方で不均一系での反応を行う必要が
あるため、その反応効率の低さを補うために大量の試薬やマイクロウェーブといった外的
な因子が必要となること、スケールアップが困難であること、反応経過を非破壊的にモニ
タリング出来ないことなどが課題となっている。 
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一方、当研究室では疎水性可溶担体を用いたペプチド合成法（タグ法）を発展させてき
た。(Fig. 2) 
本方法は固相合成法のプラスチック製のレジンの代わりに長鎖アルコキシ鎖を有する
ベンジルアルコールを可溶性担体（タグ）として用いることでペプチドを合成する方法で
ある。 
 
Fig. 2 タグ法 模式図 
 
タグは Fig. 2 に示すように、THF、クロロホルムといった溶媒には可溶であり、アセ
トニトリル、メタノールのような溶媒には不溶であるという性質を有する。そのため、反
応中はタグが溶解する溶媒を用いて、回収時にタグが不溶となる溶媒に置換をすること
で、均一系による高効率で反応が可能であることと、濾過により簡便に目的物であるペプ
チドを回収できることといった利点を持つ。当研究室では本方法を利用し、一般的に合成
が困難だと言われている環状ペプチドや疎水性の高いペプチドなどの合成を達成してきた
4-8。 
その一方でタグ法はペプチドの配列による物性に左右されやすく、例えば親水性配列
を含むペプチドや長鎖ペプチドを合成する際には、タグの疎水性に対してペプチドの親水
性が強くなるため、分子全体としての極性が上がることが懸念される。これにより回収用
の高極性溶媒にタグ化合物が溶解してしまい、回収が困難になる可能性がある。また、固
相合成法にも言えることであるが、ペプチド合成は C末端から N末端方向にペプチドを
伸長する方法をとるため、C末端の修飾はレジン・タグを脱離してから行う必要があり、
簡便な回収・精製が可能であるという利点が活かせないという課題もある。 
そこで本研究では、現状のタグ法における課題を解決し、タグ法の適用範囲を拡大す
ることを目的とした。第一章では C末端修飾ペプチドを容易に合成可能なタグの開発、
第二章では糖ペプチド合成を通した親水性ペプチド合成時の課題の抽出とその解決法の探
索を行った。 
  
5 
 
第一章 疎水性可溶担体を用いた C末端アルキルアミド化ペプチドの合成 
 
１－１ 研究背景・目的 
 
生体内にはタンパク質やペプチドの C 末端のアミド化と N 末端のアシル化を行う酵素
が存在しており、現在までに生理活性を有する数多くの末端修飾タンパク質やペプチドが
同定されている。末端修飾ペプチドは強い生物活性作用を有することや、エキソペプチダ
ーゼに対する耐性が高いことから医薬品候補化合物として注目が集まっている 9-11。(Fig. 
1-1-1) 
 
 
Fig. 1-1-1 C末端アミド化及び N末端アシル化ペプチド 
 
また、化学合成の観点から考えると、ペプチドの C末端と N末端は、配列に依存せずに
修飾を行うことが可能であることから、修飾を行う際に有用なサイトである。近年では C
末端や N 末端にアルキル鎖や蛍光基などの官能基を導入した、ペプチドのアナログの合
成・利用も注目されている。例えば C末端にエチルアミド構造を有する Leuprolideは、性
腺刺激ホルモン放出ホルモン(GnRH)のアナログであり、子宮内膜症や子宮筋腫などの治療
薬として用いられている 12。(Fig. 1-1-2) 
 
 
Fig. 1-1-2 Leuprolideの構造 
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上記のように、ペプチドの末端修飾は生理活性作用や酵素分解安定性などが向上するこ
とから、その合成法に注目が集まっている。その一方で、固相合成法、タグ法においては、
N 末端の修飾はレジンやタグを残したまま行うことが可能であることから、現状のペプチ
ドの合成で行うことが比較的容易であるのに対して、C 末端の修飾は困難である 13-21。序
論で述べたように、現状のペプチド合成では、固相合成法でもタグ法でも C末端に担体を
つけて N方向へ伸長しているため、C末端の修飾を行うためには一度担体を外してから再
度反応を行う必要がある。(Fig. 1-1-3) 
Fig. 1-1-3 N末端及び C末端修飾ペプチド合成 
 
特にタグ法において、当研究室では、低濃度の酸を用いて、アミノ酸側鎖保護基を残し
たまま担体のみを脱離させる酸加水分解を行ったあとに修飾を行う方法や、塩基で脱離で
きる担体を用いて担体のみを脱離させて修飾を行う方法を開発してきた 4。(Fig. 1-1-4) 
Fig. 1-1-4 タグ法を用いた C末端修飾ペプチド合成 
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ここで、ペプチド C末端のアミド化・アルキルアミド化反応の一例として以下の方法が
あげられる。(Fig. 1-1-5) 
１）アンモノリシスによる合成 
２）アルキルアミンとの縮合反応 
３）光反応による脱炭酸反応を利用した手法 22  
４）N-sulfanylethylanilide (SEAlide)を利用した手法 23 
 
Fig. 1-1-5 C末端アミド化反応の一例 
 
上記の方法を用いると、ペプチド伸長後に担体を切り離してから再度反応を行う必要が
あるため、目的物の回収・単離精製が困難であり、ペプチド伸長後に多段階反応が必要で
あった。その他にも次のような問題点もある。 
まず、固相法とタグ法の両方において、C 末端から 1 残基目、または 2 残基目に Gly、
またはProを有するペプチドを合成する際には、Fmoc法を用いてペプチドを伸長すると、
2 残基目のアミノ酸の Fmoc 基を脱離する際に、Fig. 1-1-6 に示すような経路でジケトピ
ペラジンを生成し、担体が脱離してしまいペプチドをそれ以上伸長できなくなるという問
題が発生する。 
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Fig. 1-1-6 ジケトピペラジンの生成機構 
 
タグ法においてはこの現象を回避するために、Boc 法でペプチドを伸長し、塩基性条件
において脱離可能である担体が開発されているが、担体の脱離の際に強塩基を用いること
から、ペプチドのエピ化が起こる可能性があるという問題が挙げられる 4。(Fig. 1-1-7) 
 
Fig. 1-1-7 タグ法による C末端アルキルアミド化ペプチド合成 
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これらの課題を解決する手法として、固相合成法においては Fig. 1-1-8、Table 1-1-1、
Fig. 1-1-9に示すような、レジンが開発されてきた 24-26。 
Fig. 1-1-8 C末端アミド化ペプチド合成用レジン 
（参考文献 24より引用） 
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Table 1-1-1 C末端N-アルキルアミド化ペプチド合成用レジン（参考文献 25より引用） 
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Fig. 1-1-9 多様な C末端アルキルアミド化ペプチド合成のためのレジン 
（参考文献 26より引用） 
 
 
本方法を用いることで、ペプチド伸長後全脱保護反応１段階のみで C末端修飾ペプチド
を合成することが出来る一方で、C 末端に二級アミド構造を有するペプチドを合成する際
にはペプチド伸長後、反応性の悪い二級アミンに C末端のアミノ酸を縮合しなければなら
ないという欠点があげられる。 
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一方で、我々の研究室においては、図に示すような一級アミドを C末端に持つペプチド
の合成に用いる担体が開発されている 5。(Fig. 1-1-10) 
 
 
Fig. 1-1-10 タグ法を用いた C末端アミド化ペプチド合成 
 
また、タグ法に類似する技術を用いた手法としては、2012年に味の素により一級アミド
を C 末端に持つペプチドの合成に用いる可溶性担体に関する論文が報告されている 27。
(Fig. 1-1-11) 
 
 
Fig. 1-1-11 AJIPHASE○R 法による C末端アミド化ペプチド合成 
(参考文献 27より引用) 
 
以上のように、固相法においては C 末端アルキルアミド化を始めとする様々な C 末端
修飾ペプチドの合成のための担体が開発されている一方で、タグ法においては C末端アミ
ド化ペプチドの合成に用いるための担体は数種類開発されているが、C 末端に二級アミド
構造を有するペプチドを合成するための担体は開発されておらず、未だに担体を一度脱離
させてからの反応が必要であった。 
そこで本研究では、より簡便かつ効率よく C末端アルキルアミド化ペプチドを合成する
ための新たなタグを開発することを目的として研究を行うこととした。 
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１－２ 結果・考察 
 
１－１で先述したように、C 末端アルキルアミド化ペプチドの合成には、固相合成法に
おいてはアミン構造の一方にレジン、もう一方にアルキル基を導入した二級アミン構造を
担体として用いる方法が用いられている 25, 26。また、先行研究で報告されている C末端ア
ミド化ペプチドを合成するタグ 5 は、タグの効果を示す 2,4-ジアルコキシベンジル基の脱
離を容易に行うことができる。この二つの例があることから、私はタグの構造を変えるこ
とで C末端アルキルアミド化ペプチドを容易に合成することが出来るのではないかと考え
た。即ち、予め修飾基を導入した 2,4-ジアルコキシベンジルアミン誘導体をタグとして用
いてペプチドを伸長後、酸処理のみの一段階のみで目的のペプチドを簡便かつ効率的に得
ることが可能となるのではないかと考えた。(Fig. 1-2-1) 
Fig. 1-2-1 合成戦略 
 
本研究では、C 末端にエチルアミド構造を有する ABT-510 (化合物 1)をモデルペプチド
として合成しようと試みた(Fig. 1-2-2)。ABT-510はトロンボスポンジン-1のアナログであ
り、内皮アポトーシスを引き起こすことや、血管新生抑制作用があることが知られている
28-30。現在、ABT-510 の臨床試験は第二相試験まで進んでいるほか 31、他の抗がん剤とと
もに利用することで抗がん作用を高める方法も注目されており 32、医薬品候補化合物とし
て期待されている化合物である。 
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Fig. 1-2-2 ABT-510の構造 
 
まず担体となる化合物を合成することとした。 
タグのアルデヒド体である化合物 2 を出発物とし、化合物 3 との還元的アミノ化反応に
供することで化合物 4を 80%の収率で得ることに成功した。(Scheme 1-2-1) 
 
Scheme 1-2-1 化合物 4 (NHEt-TAG)の合成 
 
 
次に化合物 4をタグとして用いてペプチドを伸長することとした。最初に、2級アミン
をタグとして用いることが可能であるか確かめるために、アミノ酸の縮合反応を行った。
(Scheme 1-2-2) 
 
Scheme 1-2-2 化合物 4と Fmoc-Pro-OHの縮合反応 
 
 
二級アミンである化合物 4と Fmoc-Pro-OHを縮合反応に供することで、化合物 5を
99%以上の収率で得ることに成功した。また、用いたアミノ酸、縮合剤の量はタグに対し
て 1.5 当量であり、ベンジルアルコールをタグとして用いた場合と同様に反応を進行させ
ることが可能であった。これらの結果より、化合物 4はペプチド伸長のためのタグとして
用いることが出来ると考えた。 
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続いて、本実験では、C末端から 1残基目にプロリンを含むことから、Fmoc法でペプ
チドの伸長を行った際にジケトピペラジン経由でタグが脱離しないかどうかということを
考慮しなければならない。そこで C末端から 2残基目のアミノ酸の Fmoc基を脱離した
際にジケトピペラジンを形成するかどうか確かめることとした。 
まず、化合物 5を Fmoc基の脱離反応に供し化合物 6を得て、C末端から 2残基目の
アミノ酸である Fmoc-Arg(Pbf)-OHを縮合し、化合物 7を得た。(Scheme 1-2-3) 
 
Scheme 1-2-3 ペプチド合成反応 
 
 
次いで、化合物 7を脱 Fmoc基反応に供し、ジケトピペラジンを形成するかどうか確
かめた。(Scheme 1-2-4) 
 
Scheme 1-2-4 化合物 7の脱 Fmoc基反応 
 
 
この反応の結果、目的物である化合物 8が優先的に得られ、ジケトピペラジンである
化合物 9の生成は確認されなかった。本結果はアミド構造のカルボニル炭素とエステル構
造のカルボニル炭素の求電子性の差によるものであると考察した。(Fig. 1-2-3) 
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Fig. 1-2-3 ジケトピペラジンの生成 
 
また、本タグ化合物は他のタグと同様に THFやクロロホルムのような溶媒には溶解す
ることから、TLCでの反応のモニタリングや NMR、LC-MSによる解析も可能であり、
タグとしての長所を生かすことも出来る。興味深いことに、化合物 7に 2残基目のアミノ
酸である Fmoc-Arg(Pbf)-OHの鏡像体である Fmoc-D-Arg(Pbf)-OHを縮合した際は TLC
における Rf値に差が出たことから、ペプチドのエピメリ化を評価できる可能性も示唆さ
れた。(Fig. 1-2-4) 
 
Fig. 1-2-4 TLCによる解析 
 
続いて、Fmoc法を用いてペプチドを伸長した。化合物 10を化合物 4から 18段階
78%の収率で得ることに成功した。次いで化合物 10を N末端のアセチル化反応に供し化
合物 11を 93%の収率で得ることが出来た。(Scheme 1-2-5) 
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Scheme 1-2-5 ペプチド合成反応 
 
 
その後脱タグ反応に供し、LC-MSによる解析を行ったところ、目的物の他に目的物よ
りも分子量が 113小さい化合物も確認された。(Scheme 1-2-6) 
 
Scheme 1-2-6 全脱保護反応 
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この不純物は化合物 1の N末端のアミノ酸が脱離した化合物の分子量と一致する。化
合物の段階ではアミノ酸が縮合していない不純物は確認されないため、Scheme 1-2-6に
示す全脱保護反応の際に生じた不純物だと思われる。 
 
対照実験として、参考文献 14に記載されている手法を参考にし、化合物 13をタグと
して用いてペプチド伸長後、塩基加水分解でタグのみを脱離し末端を修飾するという従来
の方法で合成を行った 4。 (Scheme 1-2-7) 
 
Scheme 1-2-7 従来の方法による合成 
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化合物 13を出発物とし、ペプチド伸長反応を経て化合物 14を得て、アセチル化反応
に供し化合物 15を得た。本反応は通常のタグ法を用いたペプチド合成と同様に問題なく
行うことが出来た。 
続いて、化合物 15を塩基加水分解反応に供し、化合物 16を 77%の収率で得た。その
後、化合物 16をエチルアミンとの縮合反応に供し、化合物 17を 81%の収率で得て、酸
による全脱保護を行い、目的物である ABT-510を 91%の収率で得た。この際、最終生成
物を LC-MSによる解析に供したところ、エピメリ化したペプチドが UV面積比で 2%確
認された。また、本手法で合成を行った際も全脱保護反応で目的物よりも分子量が 113小
さい不純物が確認された。この結果からも、化合物 12は酸処理により生じる不純物であ
ると考えられる。 
これは N末端のアミノ酸が 3級アミド構造を有することにより、オキサゾリウムイオ
ンを中間体とし、N末端のアミノ酸が脱離したものであると考察した 33-36。(Scheme 1-2-
8) 
 
Scheme 1-2-8 予想される不純物生成の反応機構 
 
 
本研究で開発した手法を用いると、全脱保護反応の際には化合物 13以外に目立った不
純物は確認されず、HPLCにより容易に精製することが可能であった。また、Scheme 1-
2-6に示す反応の収率は 89%と良好であった。このことからも本研究で新たに提案した手
法は有用であることが言える。  
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１－３ 総括 
 
本研究では、新たに二級アミン構造を有するベンジルアルコール誘導体を担体として
用いて、C末端修飾ペプチドを合成するという手法を提案した。 
本手法を用いることで、ペプチド伸長後、全脱保護反応の一段階のみで C末端アルキ
ルアミド化ペプチドを得ることに成功した。即ち、既存の方法よりも簡便かつ効率的に C
末端アルキルアミド化ペプチド(ABT-510)を合成することに成功した。 
本手法では担体がアミド結合を介してペプチドと結合しているため、C末端にプロリン
を有する配列などのジケトピペラジンを生成しやすい配列を合成する際にも、Boc法で合
成する必要はなく、塩基加水分解反応の必要もないため、ペプチドのエピメリ化も抑制す
ることが可能であった。 
本報告により、本研究で提案した担体のエチルアミン構造を他のアルキル基や蛍光基
などの官能基に変換することで、より多様な C末端修飾ペプチドを合成できる可能性が
示唆された。 
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第二章 疎水性可溶担体を用いた糖ペプチドの合成 
 
２－１ 研究背景 
 
２－１－１ 糖タンパク質・糖ペプチドについて 
 
糖タンパク質とは、タンパク質を構成する一部のアミノ酸残基側鎖に単糖または糖鎖が
付加しているものを指し、糖ペプチドは糖タンパク質の一部を指す。生体内においては主
にアスパラギン残基側鎖の窒素に糖鎖が付加した N-結合型糖ペプチドと、セリン、スレオ
ニン残基側鎖の酸素に糖鎖が付加した O-結合型糖ペプチドが存在している。また、ヒドロ
キシリシン、ヒドロキシプロリン、チロシン残基側鎖の酸素に糖鎖が結合したものや、ト
リプトファン残基側鎖の炭素に糖鎖が結合したものも稀ではあるが存在している 37-40。 
 
生体内において、N-結合型グリコシル化はタンパク質のフォールディングやタンパク質
の輸送において重要な役割を果たしている 41。N-結合型糖タンパク質は粗面小胞体にて生
合成が行われており、ドリコールリン酸に付加している糖鎖からタンパク質の sequon 配
列(Asn-Xxx-Ser/Thr :Xxxはプロリン以外のアミノ酸残基)のアスパラギン残基側鎖の窒素
に糖鎖を転移することにより合成される 42。その後、グリコシダーゼにより Fig. 2-1-1 に
示すような common pentasaccharide core が作られ 43、さらにシアル酸などの糖が付加す
ることにより最終生成物が合成される。 
 
 
Fig. 2-1-1 N-結合型糖タンパク質 common pentasaccharide core 
参考文献 43より引用 
 
一方、O-結合型グリコシル化は N-結合型グリコシル化とは異なり、すべてに共通である
糖鎖コアを有しているわけではなく、様々な種類の糖が直接アミノ酸残基側鎖に結合して
いる構造をとっている。その構造を Fig. 2-1-2に示す。 
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Fig. 2-1-2 代表的な O-結合型糖鎖の構造 (参考文献 43より引用) 
 
細胞外ドメインに存在する O-結合型糖鎖は、Fig. 2-1-2に示す TN antigen (α-O-結合型
の GalNAc)を軸として多数のグリコシルトランスフェラーゼにより単糖が結合していく。
それゆえに、非常に複雑な糖構造を有している。また、細胞内に存在する O-結合型糖タン
パク質は β-O-結合型の GlcNAcを有しており、細胞のシグナル伝達の制御に関わっている
ことが報告されている 44, 45。 
 
これら糖タンパク質に結合している糖鎖は細胞の種類の識別やタンパク質の保護、活性
などに関与している。例えば、O-結合型糖タンパク質であるMUC1は正常細胞とがん細胞
とでは糖鎖の発現パターンが異なることが知られている 46。また貧血の治療薬として用い
られているエリスロポエチンは糖タンパク質であるが、糖鎖部分が無いと効果を示さない
ということが知られている 47。 
 
その他にも、細胞外表面に存在する糖鎖は免疫機構に関与していることが知られており、
糖タンパク質・糖ペプチドは抗体産生のためにも用いられている。例えば、がんワクチン
を合成する際には糖ペプチドが抗原として用いられていることもあり、直接医薬品として
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用いるだけではなく、抗体医薬品や臨床検査薬の合成、免疫療法のためにも利用がされて
おり、その合成法の発展は医薬品、臨床検査分野の発展に寄与すると考えられる。 
 
糖タンパク質・糖ペプチドを遺伝子工学的手法で得ようとすると以下のような問題が生
じる。 
まず、糖鎖付加反応は生体内において核酸や他のタンパク質のように遺伝子などの他の
情報分子にコードされたものではなく、多種多様な活性を有する酵素が予め形成された糖
構造をタンパク質に付加するため、同一のタンパク質であっても、多様な糖構造を有する
タンパク質が生成してしまう。すなわち、不均一な糖鎖を有する糖タンパク質・糖ペプチ
ドとして得られる。また、遺伝子組換え技術を用いて糖タンパク質を得ようとすると、ホ
スト生物の糖鎖の発現パターンと、求めている糖タンパク質の糖鎖の発現パターンが必ず
しも一致するとは限らないため、目的の糖タンパク質を得ることが難しい場合もある。 
上記の二つの問題点は化学合成法・酵素による合成を用いることで解決できる。化学合
成法や酵素による合成法では、予め糖の構造がわかっているものを合成することが出来る
ため、均一な構造を持つ糖ペプチドを得ることが出来る。次に糖ペプチドの合成法につい
て述べる。 
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２－１－２ 糖ペプチドの合成法 
 
糖ペプチドの合成法は主に Chemo-Enzymatic法と固相合成法により行われており、固
相合成法はさらに convergent法と stepwise法に分かれている。 
 
まず、Chemo-Enzymatic法は、N-アセチルグルコサミンを有する糖ペプチドを合成し、
天然の様々な N-結合型糖タンパク質を糖供与体として用いて、酵素を用いて糖鎖を転移す
ることにより糖ペプチドを合成する方法である 48(Fig. 2-1-3)。転移酵素としては主に endo-
β-N-acetylglucosaminidase (Endo-A, Endo-Mなど)が用いられている。その他にも、例え
ば O-結合型糖ペプチドを合成する際には endo-α-N-acetylgalactosaminidase が用いられ
ている 49。 
Fig. 2-1-3 Chemo-Enzymatic法 模式図 
 
一方で、本方法は、合成が可能な糖鎖構造に制限があり、例えば Endo-Mを用いるなら
ばアミノ酸側鎖に結合している糖は GlcNAc でなければ酵素反応は行うことが出来ない。
また、転移する糖鎖は天然に存在するものでなければならず、非天然型の糖鎖を導入する
ことは難しい。さらに現状では、ペプチド鎖は固相合成法で調製を行いレジンからペプチ
ドを切り離し、精製を行ってから酵素反応に供する必要がある。即ち、ペプチドを調製し
たあとの精製と、糖鎖を結合したあとの精製が必要となり、操作がより煩雑になってしま
う。 
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次に convergent 法はペプチドと糖鎖を別々に調製し、最後に糖鎖とペプチドを縮合し
て目的物を得る方法である(Fig. 2-1-4)。 
 
Fig. 2-1-4 Convergent法 模式図 
 
本方法では化学合成法を用いて糖鎖を合成するため、非天然型の糖鎖をペプチドに導
入することが可能である。一方で、最終生成物を得る際の収率の低さなどが問題となって
おり、この問題を解決するためにアミノ酸残基側鎖に活性基を導入したペプチドが開発さ
れている 50。 
 
最後に stepwise 法は糖アミノ酸をビルディングブロックとして通常のペプチド合成と
同様の手法を用いて合成を行う方法である(Fig. 2-1-5)。本方法は糖ペプチドを合成する際
に一般的に用いられている方法である。 
 
 
Fig. 2-1-5 Stepwise法 模式図 
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本方法は糖アミノ酸を得ることができれば一般的な固相合成法と同様の操作を用いて
糖ペプチドを合成可能であるため、操作が簡便である一方で、Chemo-Enzymatic法におい
ても言えることであるが、本方法ではペプチド合成の際にビルディングブロックとして糖
鎖が結合した糖アミノ酸を用いなければならない。通常のアミノ酸よりも嵩高い構造を有
する糖アミノ酸は、縮合効率が低いため、縮合反応の際には試薬を大量に用いなければな
らない。 
以上のように、既存の合成法にはそれぞれ利点がある一方で課題も存在し、糖ペプチド
の合成法には改善の余地が残されている。 
 
そこで私はタグ法を用いて stepwise 法様の方法で糖ペプチドを合成することで、より
効率的に合成が行えるのではないかと考えた。タグ法では均一系での合成が可能であるた
め、糖アミノ酸のような嵩高い構造を有するビルディングブロックも試薬当量を減らして
縮合反応が可能になると考えられる。また、本方法を用いることで Chemo-Enzymatic 法
に用いるための糖ペプチドもより効率よく合成が行えると考えられる。 
さらにこれまでの知見からタグ法を用いて親水性ペプチドを合成することは物性の観
点から困難であると言われている。そこで本研究では糖ペプチドの合成研究を通して、こ
のような課題の解決法を探ることとした。 
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２－２ 結果・考察 
 
本研究を行うにあたり障害となるところは以下の二つであると考えた。 
 
１）糖アミノ酸の縮合効率 
糖アミノ酸は糖構造を有することから、通常のアミノ酸よりも嵩高くなっており、立体
障害が生じるのではないかと考えた。 
 
２）タグ化合物の沈殿性 
糖構造を有することでタグ化合物の極性が増してしまい、沈殿溶媒に溶解しやすくなっ
てしまうと考えた。 
 
この２点に着目し、研究を行うこととした。 
 
はじめに、当研究室で一般的に用いられているタグ法の条件を用いてモデルペプチドで
ある、糖タンパク質MUC1の繰り返し配列中の 8残基(Fig. 2-2-1)を合成しようと試みた。 
MUC1は、膜タンパク質の一種であり、細胞外ドメインは糖鎖により修飾が行われてい
る糖タンパク質である。この糖鎖はがん細胞と正常細胞では発現パターンが異なるという
報告があり、MUC1の配列の一部を利用することでがんに対する抗体産生の抗原となりう
る 46。本ペプチドは MUC1 の細胞外ドメインにおける繰り返し配列であり、CD8+細胞に
発現しているMHC Class I 分子がエピトープとしうる配列である 51。MHC Class I がエ
ピトープとするペプチドは CD8+細胞を刺激して細胞傷害性 T 細胞へ変えることが知られ
ており、本ペプチドを抗原とすることでがん細胞をターゲットとする抗体の産生が可能と
なるため、免疫療法に用いられることが期待されている。 
 
 
Fig. 2-2-1 MUC1の部分配列 (H-SAPDT(GalNAc)RPA-OH) 
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反応条件の詳細としては、縮合反応では、タグと C末端から 1残基目のエステル結合を
形成する反応においては反応溶媒に脱水 DCMを用い、縮合剤として DIPCIを用いて 2 時
間反応を行い、二残基目以降のアミド結合を形成する反応においては反応溶媒を脱水 THF、
縮合剤を COMU、沈殿溶媒をアセトニトリルに固定し、アミノ酸と縮合剤はタグに対して
各 1.5 当量加えて 1 時間反応に供した。Fmoc 基の脱保護反応では反応溶媒の THF に
DBU、Piperidine を各 1%ずつ加え反応を行った。また、タグ化合物の沈殿はアセトニト
リルを用いて行った。 
 
上記の反応条件で反応を行い、糖アミノ酸が結合する前の 3 残基のペプチドの合成反応
は５段階、95%と良好な収率で行うことが出来た(Scheme 2-2-1)。 
 
Scheme 2-2-1 Fmoc-R(Pbf)PA-OTAGの合成 
 
 
ここで本配列は C末端から 2 残基目にプロリンを有しているが、脱 Fmoc基反応に供
してもジケトピペラジンの生成は確認されなかった。MM2計算を用いて算出した、C末
端より 1 残基目にプロリンを有するペプチドとの予想される 3D構造を比較すると、プロ
リンが 1 残基目のジペプチドの場合はジケトピペラジン生成反応の反応点であるアミン
とカルボニルの距離が 2.8 Å、プロリンが 2 残基目のジペプチドの場合はアミンとカルボ
ニルの距離が 4.2 Åであり、反応点の距離は今回用いた配列のほうが遠いことが示唆され
た(Fig. 2-2-2)。このことから、1 残基目にプロリンを有するペプチドよりもジケトピペラ
ジンを形成しづらいと考察した。 
以上の結果より、本配列においてはペプチド合成に Fmoc法を用いても問題がないこ
とから、本研究では化合物 18を担体として用いることとした。 
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Fig. 2-2-2 予想されるタグジペプチドの立体構造 
左：H-Pro-Ala-TAG 右：H-Ala-Pro-TAG 
 
その後、上記の条件で化合物を脱 Fmoc 反応に供し、糖アミノ酸である Fmoc-
Thr[GalNAc(Ac)3-α-D]-OH(以降 Fmoc-Thr(GalNAc)-OH と記す)を縮合しようと試みたが、
縮合反応が完了せず、原料である化合物 21が残留してしまった(Scheme 2-2-2)。 
 
Scheme 2-2-2 Fmoc-Thr(GalNAc)-OHの縮合反応 
 
 
そこで縮合反応の条件を検討しようと試みた。以下に LC-MS により求めた原料対目的
物の UV吸収面積比を示す。(Table 2-2-1) 
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Table 2-2-1 Fmoc-Thr(GalNAc)-OH縮合反応の際の縮合剤検討 
 
Entry Solvent Fmoc-Amino Acid 
Condensation 
Reagent 
additive Time   21 : 22 (22')*  
1 THF Thr(GalNAc) COMU DIPEA (2% v/v) 1 h 1 :8 
2 THF Thr(GalNAc) COMU DIPEA (2% v/v) 12 h 1 :18 
3 THF Thr(GalNAc) DIPCI DMAP (cat.) 1 h 5 :4 
4 THF Thr(GalNAc) DIPCI DMAP (cat.) 12 h 2 :3 
5 THF Thr(GalNAc) PyBOP DIPEA (2% v/v) 1 h 2 :17 
6 THF Thr(GalNAc) PyBOP DIPEA (2% v/v) 12 h 1 :63 
7 THF Thr(GalNAc) DMT-MM DIPEA (2% v/v) 1 h 2 :9 
8 THF Thr(GalNAc) DMT-MM DIPEA (2% v/v) 12 h 2 :9 
9 THF Thr(GalNAc) CIP DIPEA (2% v/v) 1 h 2 :11 
10 THF Thr(GalNAc) CIP DIPEA (2% v/v) 12 h 2 :27 
11 DCM Thr(GalNAc) COMU DIPEA (2% v/v) 1 h 1 :99 
12 DCM Thr(GalNAc) COMU DIPEA (2% v/v) 12 h 0 :1 
13 DCM Thr(GalNAc) DIPCI DMAP (cat.) 1 h 2 :11 
14 DCM Thr(GalNAc) DIPCI DMAP (cat.) 12 h 1 :16 
15 DCM Thr(GalNAc) PyBOP DIPEA (2% v/v) 1 h 1 :15 
16 DCM Thr(GalNAc) PyBOP DIPEA (2% v/v) 12 h 0 :1 
17 DCM Thr(GalNAc) DMT-MM DIPEA (2% v/v) 1 h 2 :5 
18 DCM Thr(GalNAc) DMT-MM DIPEA (2% v/v) 12 h 1 :5 
19 DCM Thr(GalNAc) CIP DIPEA (2% v/v) 1 h 1 :115 
20 DCM Thr(GalNAc) CIP DIPEA (2% v/v) 12 h 0 :1 
21 THF Thr COMU DIPEA (2% v/v) 1 h 1 :5 
22 THF Thr COMU DIPEA (2% v/v) 12 h 1 :159 
 
*: determined by HPLC (detected at 250-260 nm) 
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本実験では、タグ化合物の濃度を 4.0 μmol /mLとし、Fmocアミノ酸 1.5 当量、縮合剤
1.5 当量を用いて反応を行った。1 時間後、12 時間後の反応溶液 40 μL をアセトニトリ
ル 500 μL に加え、-20 oC で 20 分冷却し、沈殿を確認した後に遠心分離で沈殿を回収し
た。その沈殿を THF :MilliQ水=6:4の混合溶液 300 μLに溶解し LC-MSにて解析を行い、
吸収波長 250-260 nm における原料と目的物のピーク面積比により縮合剤の検討を行うこ
ととした。 
まずは反応溶媒を THF とし、縮合剤としてはウロニウム系(COMU)、カルボジイミド
系(DIPCI)、ホスホニウム系(PyBOP)、ハロウロニウム系(CIP)、トリアジン系(DMT-MM)
の５種類を用いて検討を行った。また、対照実験として、Fmoc-Thr(GalNAc)-OH の代わ
りに Fmoc-Thr(tBu)-OHを用い、反応溶媒を THF、縮合剤に COMUを用いて縮合反応を
行った。 
 
最初に糖構造が立体障害となり反応に影響を及ぼすかどうかを確認するために Fmoc-
Thr(GalNAc)-OHを縮合した Entry 1, 2と Fmoc-Thr(tBu)-OHを縮合した Entry 21, 22
を比較した。12 時間後の原料対生成物の比を比較すると、どちらの反応も完全に終了して
いないものの、Entry 2よりも Entry 22の方が原料を消費していた。またMM2計算を用
いて算出した Fmoc-Thr(GalNAc)-OHとFmoc-Thr(tBu)-OHのCOMUによる活性エステ
ルの予想される 3D 構造(Fig. 2-2-3)を比較すると、Fmoc-Thr(GalNAc)-OH の方が嵩高い
構造を有しており、反応が進行しづらいことが予想される。この結果より、配列または側
鎖保護基による立体障害も多少影響するものの、糖構造による立体障害が縮合反応の進行
に影響している可能性が示唆された。 
 
Fig.2-2-3 左: Fmoc-Thr(tBu)-OH活性化体 右: Fmoc-Thr(GalNAc)-OH活性化体 
図中の赤い丸は反応点となるカルボニル基を示す 
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次に、縮合剤を変えた際の結果について比較を行った。THF中では時間によらず PyBOP、
COMU、CIP、DMT-MM、DIPCIの順に反応が進んでいたが、どの縮合剤を用いても原料
を完全に消費することはできなかった。そこで、反応溶媒を DCM に変更し同様に反応を
行ったところ、反応時間を 12 時間にした際に Entry 12 (COMU)、Entry 16 (PyBOP)、
Entry 20 (CIP)において原料の消失が確認された。しかし、Entry 14 (DIPCI)、Entry 18 
(DMT-MM)においては原料の残存が確認された。この結果より、本反応において、溶媒の
条件は DCMが最適だと考えた。 
 
縮合剤による反応性の違いを各縮合剤の反応機構と予想される反応中間体の立体構造、
物性を用いて考察することとした。 
各縮合剤の構造及び反応機構は次のように予想されている。 
 
Scheme 2-2-3 COMUの構造及び反応機構 
 
 
Scheme 2-2-4 DIPCIの構造および反応機構 
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Scheme 2-2-5 PyBOPの構造及び反応機構 
 
 
Scheme 2-2-6 DMT-MMの構造及び反応機構 
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Scheme 2-2-7 CIPの構造及び反応機構 
 
 
また、原料である化合物 21、各縮合剤の活性化体のMM2計算による立体構造の予測を
次に示す。 (Fig. 2-2-4、2-2-5) 
 
Fig. 2-2-4 化合物 21の予想される 3D構造 
赤い丸は反応点であるアミノ基を示す 
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Fig. 2-2-5 縮合剤による Fmoc-Thr(GalNAc)-OHの活性化体の予想される 3D構造 
赤い丸は反応点となるカルボニル基を示す 
 
今回用いた縮合剤の物性だが、液体である DIPCI以外は THFにも DCMにも溶解して
おらず、活性体構造になると溶解していた。また、化合物 21とアミノ酸は THFにも DCM
にも溶解していた。 
 
また、Fig. 2-2-4より、化合物 21の反応点となるアミノ基周辺は比較的立体的に空いて
いるため、立体構造は反応に影響を及ぼさないのではないかと考えた。 
次に、各活性化体の構造の嵩高さを比較すると、DIPCIの活性化体は嵩高い構造を有す
るために、反応の進行が遅かったのではないかと考えられる。また、DMT-MM に関して
は、活性化体の構造の嵩高さに加え、縮合剤自体の溶解性の低さから活性化体を生成しづ
らく、他の縮合剤と比べると反応が進行しづらかったのではないかと考えられる。一方、
COMU、CIP、PyBOPが進行した理由としては、まず CIP、COMUに関しては反応点で
あるカルボニル基が露出しているため、アミノ基による攻撃を受けやすく反応が進行した
と予想される。次に PyBOP に関しては、活性化体が 2 種類存在する。通常の縮合剤は活
COMU DIPCI 
PyBOP
 
DMT-MM
 
CIP
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性化基と脱離基を有しているが、PyBOP は脱離基も活性化基として働くことが出来るた
め、反応がより進行したのだと考えられる。 
 
ここで、予想される反応機構から、CIPは縮合時にオキサゾロン環経由でエピメリ化を
起こすおそれがある。また、PyBOPに関しては 12時間後には反応が完結しているものの
1 時間の時点では反応の進行具合が低いため、1 時間後により反応が進んでいる COMU
が最適な縮合剤であると判断した。 
 
次に糖ペプチドの回収溶媒への溶解性について確認を行った。まず検討に用いるサンプ
ルとして化合物 22 をシリカゲルカラムクロマトグラフィーによって精製し、その重量を
測定した。この精製後の化合物 22 を氷冷したアセトニトリルにより通常のタグ法の回収
と同様に沈殿、濾過を行った後に重量収率を求めたところ、収率 92%で化合物 22 を回収
した。この結果は、タグ法を用いたペプチド合成における 1段階あたりの回収率(99%以上)
よりも大幅に低下していることを示している。そこで、濾液を回収して LC-MS による分
析を行ったところ、予想通り目的物が濾液に一定量濾出してしまっていることがわかった。
対照実験として、化合物 22’を同様の操作を用いて濾過を行い、濾液への漏出度合いを調べ
た。その結果、重量収率は 99%以上であり、また同様の操作を用いて濾液を LC-MS によ
り解析したが、濾液への漏出もほとんど確認されなかった。このことから、糖構造の影響
により目的物のアセトニトリルに対する溶解度が高くなってしまい、漏出してしまうこと
で回収率が落ちてしまっていると考えた。 
 
そこで、回収の際に用いる溶媒を検討することとした。以下にその結果を示す。 
 
Table 2-2-2 化合物 22の回収溶媒の検討 
 
Entry Solvent UV area＊ 
1 Acetonitrile 1 
2 Methanol 3.62 
3 cHex/ Acetonitril 1.72 
4 cHex/ Methanol 5.62 
 
*: determined by HPLC (detected at 250-260 nm) 
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本検討では 51.7 mg (26 μmol)の化合物 22 を、30 mL の回収用溶媒を用いて濾過を行
い、その後の洗浄に 30 mL の溶媒を用いた。その後濾液を濃縮し、10 mLのクロロホルム
を加えた後に 100 μL分取して LC-MSによる解析を行った。また、表中の UV area に関
してはアセトニトリルで回収を行った際の UV 面積の値を 1 としたときの数値を示してい
る。 
まず、タグ法において一般的に用いられている回収溶媒であるメタノールとアセトニト
リル、また、回収の際に用いるとタグ化合物の物性を改善することが可能であると言われ
ている cHex を用いた沈殿法を検討した。その結果、どの溶媒を用いても、濾液への漏出
を完全に防ぐことはできず、アセトニトリルで沈殿を行う方法が最適であることが示され
た。そのため、より効率よくタグ化合物を回収する方法を探すために新たな回収法を検討
することとした。 
 
回収法を検討する際にはタグの構造に着目した。タグは長鎖アルコキシ鎖を有している
ため、沈殿を行う際に、タグと疎水性相互作用を起こすことが予想される ODSシリカゲル
を添加することで、タグ化合物を効率よく回収できるのではないかと考えた。(Fig. 2-2-6) 
 
Fig. 2-2-6 ODSシリカゲルとタグ化合物の疎水性相互作用 模式図 
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そこで、再度回収の条件を検討することとした。その結果を以下に示す。(Table 2-2-3) 
 
Table 2-2-3 化合物 22の回収方法の検討 
 
 
*: determined by HPLC (detected at 250-260 nm) 
(1): 漏斗に敷き濾過を行った 
(2): 化合物を吸着させて濾過を行った 
 
 
ここで UV areaは Table 2-2-2に示したアセトニトリルのみを用いて沈殿を行った際の
UV面積の値を 1としたときの数値を示している。またHPLCチャートにおけるReference
は Table 2-2-2の Entry 1のチャートを示している。 
Entry 1では、漏斗に ODSシリカゲルを敷き、その上から濾過を行ったが、アセトニト
リルのみで濾過を行った際と同量程度の漏出が確認され、この操作では化合物 22 が ODS
シリカゲルへほとんど吸着しないということがわかった。そこで Entry 2においては化合
物 22 がクロロホルムに溶解している状態に ODS シリカゲルを 1000 mg 投入し、減圧濃
縮により化合物 22 を ODS シリカゲルへ吸着させ、その後 Table 2-2-2 の条件検討におい
てタグ化合物の漏出が一番少ない溶媒であるアセトニトリルに置換してから濾過を行った。
終了後は ODSシリカゲルからの抽出をクロロホルムで行い重量収率を求めたところ、99%
まで回復することに成功した。濾液を LC-MS により解析すると、少量ではあるが濾液へ
の漏出が確認された。そこで、Entry 3では置換溶媒をメタノールに変更し、Entry 2と同
様の操作を行った。逆相クロマトグラフィーの際には、メタノールのほうがアセトニトリ
ルよりも溶出度が低い、即ちメタノールの方が保持率が高いということが知られているた
め、アセトニトリルを用いた際よりも化合物 22がODSシリカゲルに吸着すると考えたが、
メタノールを用いた場合のほうが濾液への漏出量が多いという結果が得られた。これはメ
タノールへのタグ化合物の溶解度が高いことにより ODSシリカゲルから溶出してしまい、
上記のような結果になったのだと考察した。 
また、対照として Entry 4 ではシリカゲルを用いた回収法を検討したが、化合物が吸着
Entry Solvent Additive UV area* 
1 Acetonitrile ODS silicagel(1) 0.95 
2 Acetonitrile ODS silicagel(2) 0.28 
3 Methanol ODS silicagel(2) 2.6 
4 Acetonitrile Silicagel(2) 8.07 
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せずに濾液へ濾出してしまったことから、タグのアルキル鎖と ODS 基が相互作用するこ
とにより吸着性が増し、回収率が向上しているという結果を支持していると考えた。 
以上の結果より、濾液へ濾出してしまうタグ化合物の回収の際には、ODSシリカゲルに
吸着させ、アセトニトリルを用いて濾過を行う方法が最適であると考え、以降の実験に用
いることとした。 
 
次に、化合物 22を Fmoc基の脱保護反応に供し化合物 23を得て、5 残基目のアミノ酸
である Fmoc-Asp(OtBu)-OHの縮合反応に 1 時間供したところ、糖アミノ酸の縮合時と同
様に反応が完全に進行せず、原料である化合物 23が残留してしまった。(Scheme 2-2-8) 
 
Scheme 2-2-8 Fmoc-Asp(OtBu)-OHの縮合反応 
 
 
 
この結果より、糖アミノ酸の縮合だけではなく糖アミノ酸の次のアミノ酸の縮合反応に
も立体障害が生じてしまうことが予想される。 
 
そこで糖アミノ酸縮合時と同様に縮合剤、溶媒を検討することとした。以下に LC-MS
のチャート、及び LC-MSにより求めた原料対目的物の UV吸収比を示す。(Table 2-2-4) 
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Table 2-2-4 縮合剤の検討 
 
 
Entry Solvent Fmoc-Amino Acid 
Condensation 
Reagent 
additive Time 
Desired 
compound 
 23 : 24a-c*  
1 THF Asp COMU DIPEA (2% v/v) 1 h 24a 1 :7 
2 THF Asp COMU DIPEA (2% v/v) 12 h 24a 0 :1 
3 THF Gly COMU DIPEA (2% v/v) 1 h 24b 2 :37 
4 THF Lys COMU DIPEA (2% v/v) 1 h 24c 4 :57 
5 THF Asp DIPCI DMAP (cat.) 1 h 24a 1 :3 
6 THF Asp DIPCI DMAP (cat.) 12 h 24a 0 :1 
7 THF Asp PyBOP DIPEA (2% v/v) 1 h 24a 1 :33 
8 THF Asp PyBOP DIPEA (2% v/v) 12 h 24a 0 :1 
9 THF Asp DMT-MM DIPEA (2% v/v) 1 h 24a 1 :5 
10 THF Asp DMT-MM DIPEA (2% v/v) 12 h 24a 1 :5 
11 THF Asp CIP DIPEA (2% v/v) 1 h 24a 1 :21 
12 THF Asp CIP DIPEA (2% v/v) 12 h 24a 0 :1 
13 DCM Asp PyBOP DIPEA (2% v/v) 1 h 24a 0 :1 
 
*: determined by HPLC (detected at 250-260 nm) 
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この結果、溶媒を THFとした場合、1 時間後の反応進行率は Entry 7 (PyBOP)、Entry 
11 (CIP)、Entry 1 (COMU)、Entry 9 (DMT-MM)、Entry 5 (DIPCI)の順に良かった。ま
た、12 時間後場合は Entry 2 (COMU)、Entry 8 (PyBOP)、Entry 6 (DIPCI)、Entry 12 
(CIP)については反応が終了しており、Entry 10 (DMT-MM)は反応が終了していなかった。 
 
また、Entry 3、4では縮合するアミノ酸を変えて検討を行ったが、1 時間では反応が完
全に終了しなかった。MM2計算によるリシン、グリシンの予想される COMU による活性
化体は次に示す。(Fig. 2-2-7) 
 
 
Fig. 2-2-7 左: Fmoc-Gly-OHの活性化体 右: Fmoc-Lys(Boc)-OHの活性化体 
赤い丸は反応点であるカルボニル基を示す 
 
グリシンに関しては側鎖構造が水素原子のみであり、その活性体は反応における立体障
害がほとんど予想されないにもかかわらず、反応が完全には進行していなかったことから、
原料である化合物 23の立体障害が大きいのではないかと予想した。 
ここで、化合物 23 と Fmoc-Asp(OtBu)-OH における各縮合剤の活性化体の 3D 構造は
Fig. 2-2-8、Fig. 2-2-9のように予想される。 
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Fig. 2-2-8 化合物 23の予想される 3D構造 
赤い丸は反応点であるアミノ基を示す 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-2-9 縮合剤による Fmoc-Asp(OtBu)-OHの活性化体の予想される 3D構造 
赤い丸は反応点であるカルボニル基を示す 
  
COMU DIPCI
 
 COMU 
PyBOP 
DMT-MM CIP 
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MM2 計算による構造予測の結果、各縮合剤による活性化体は比較的立体的に空いてい
るのに対して化合物 23 は反応点であるアミノ基が埋もれているような構造を取っている
ことが予想される。このことから本反応は化合物 23 の立体障害のために反応が進みづら
くなっているということが示唆された。 
 
ここで縮合剤の検討について、Fmoc-Thr(GalNAc)-OH の縮合の際には CIP よりも
COMU の方が良好な結果であったのに対して、今回は CIP の方が良好であった。この結
果が生じた理由は以下の様なことが考えられる。縮合剤による活性化体の立体構造を比較
すると、Fmoc-Thr(GalNAc)-OH の活性化体の反応点は COMU のほうが立体的に空いて
いると考えられるのに対して、Fmoc-Asp(OtBu)-OHの活性化体の反応点は CIPのほうが
立体的に空いていると考えられた。このことから本反応では CIP の方が COMU よりも速
く反応が進んでいるのだと考察した。 
 
また、溶媒の検討として、THFを用いた際に一番良好な収率であった PyBOP を、溶媒
を DCMに変更し反応を行ったところ 1 時間で反応を終了することが出来た。 
以上の結果から、反応溶媒に DCM、縮合剤に PyBOP を用いた条件が最適条件である
と考えた。 
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その後、化合物 24aを脱 Fmoc基反応に供し化合物 25を得て、Fmoc-Pro-OHの縮合反
応を、溶媒を DCM、縮合剤を COMUとし行ったところ、反応は問題なく進行し、化合物
26 を得ることが出来た(Scheme 2-2-9)。また、その際に ODS を用いた回収法を用いて目
的物の回収を行ったが、過剰に投入した試薬などのタグ以外の不純物は濾過により取り除
くことが可能であった。 
 
Scheme 2-2-9 Fmoc-Pro-OHの縮合反応 
 
 
ここで縮合反応の原料である化合物の予測される 3D 構造を見てみると、化合物 25 の
反応点であるアミン構造の周辺には空間があることがわかる(Fig. 2-2-10)。そのため、活性
化体が入り込みやすく、反応が進行するのだと考察した。 
 
 
Fig. 2-2-10 化合物 25の 3D構造 
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その後、同様の条件を用いてペプチド合成反応を行い、化合物 27を、化合物 20から 10 
段階 70%(1 段階 96%)の収率で得た。(Scheme 2-2-10) 
 
Scheme 2-2-10 ペプチド合成反応 
 
 
 
化合物 27 をシリカゲルクロマトグラフィーにより精製し、脱保護反応に供した結果、
化合物 28を 95%の収率で得ることに成功した。(Scheme 2-2-11) 
 
Scheme 2-2-11 脱保護反応 
 
 
 
以上の結果より、タグ法を用いることで既存の方法よりも簡便かつ効率的に、純度の高
い糖ペプチドを合成することが可能であることが示唆された。 
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２－３ 総括 
 
本研究では、既存のタグ法を改良することで、従来では合成が困難であった親水性ペプ
チドである糖ペプチドを合成した。 
まず、本研究にて、タグを用いた縮合反応において、タグ化合物や縮合剤による活性化
体の立体構造が反応の進行に大きく影響することが示唆された。また、計算科学を用いて
推測された立体構造より得られた情報と実際の反応結果においておおよその相関関係が確
認できた一方で、分子計算の結果は初期構造に依存してしまうため、今後はより詳細な解
析と、NMRを用いた解析による立体予測構造の裏付け、使用するパラメータの異なる分子
計算法を用いることでより詳細な反応の予測が可能になると考えられる。 
また、本研究では回収溶媒に溶解してしまうような親水性ペプチドの新たな回収法を提
案した。ODSシリカゲルの表面のアルキル鎖とタグの有するアルキル鎖の疎水性相互作用
を利用することで溶解度の高いペプチドや濾紙を通過してしまうような細かい粒径を持つ
タグ化合物を回収することが可能となった。本回収法を用いるにより、既存のタグ法では
回収が困難であったタグペプチドを効率よく回収することが可能となることが示唆された。 
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総括 
 
本研究では、タグ法にて従来用いられてきた合成法では合成が困難であるペプチドとし
て、第一章では C 末端アルキルアミド化ペプチドを、第二章では糖ペプチドを合成した。 
 
C 末端アルキルアミド化ペプチド合成に関しては、タグ様効果を示す長鎖アルコキシ鎖
を有するベンジル基と、修飾基としてエチル基を導入した 2級アミンをタグとして用いて、 
ペプチドを合成した。通常タグとして用いるベンジルアルコールより嵩高い構造を有する
2 級アミンを反応点として用いることから反応性の低さが懸念されたが、滞りなく反応が
進行することが確認された。これは固相合成法とは異なり、タグが溶解していることによ
る均一系の反応であるがために達成されたと考えられる。また、C末端から 1 残基目のア
ミノ酸がプロリンであるが、タグとの結合部位はエステル構造ではなくアミド構造を有す
るために、カルボニルの求電子性が低くなり、ジケトピペラジン形成によるタグの脱離は
確認されなかった。 
従来のタグと同様に、本タグを用いた場合も効率的なペプチド合成が可能であった。そ
してペプチド伸長後は、従来法であれば目的物を得るために多段階反応が必要であったが、
本方法を用いた場合は酸処理のみの 1 段階で目的物を得ることが可能であった。 
このことから、タグに導入しているエチル基の代わりに様々な修飾基を導入することで、
多様な C末端アミド化ペプチドの合成が効率的に出来ることが期待される。 
 
糖ペプチド合成においては、予想していたとおりに、糖アミノ酸の立体構造の嵩高さと、
糖アミノ酸が導入されたことによる親水性の増加が合成において問題となった。前者の問
題に関しては、最適な縮合剤を反応機構と立体化学の観点から選定することで解決し、後
者の問題に関しては濾過による分離・精製の際に ODS シリカゲルにタグ化合物を担持さ
せることにより、濾液への漏出を防ぐことに成功した。このことから、糖ペプチドをはじ
めとした親水性ペプチドや、粒子径が小さく濾過漏れにより回収が困難となるタグ化合物
などを合成する際に有効な回収法となりうることが示唆された。 
また、予測される立体構造と化合物の反応性にある程度の相関が見られたことから、今
後は NMR 解析による構造の裏付けと、Mopac や Gaussian といった、MM2 とは異なる
パラメータを考慮した分子計算を用いることで、反応の予測や反応性低下の理由などの新
たな知見を得ることに繋がるのではないかと考えられる。 
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使用機器 
 
核磁気共鳴装置 
JEOL JNM-ECA600 (600 MHz) 
重溶媒として CDCl3を用いて測定を行った。 
 
質量分析 
JEOL JMS T-100LP (ESI 法) 
 
高速液体クロマトグラフ 
Agilent 1200 Infinity series（分析） 
使用溶媒：THF, MeCN, MeOH, Water（含 0.1% TFA） 
使用カラム：NOMURA Chemical Develosil C8-UG-5(φ4.6 mm, 150 mm), NOMURA 
Chemical Develosil ODS-UG-5 (φ4.6 mm, 150 mm),  
JASCO LC-2000 Plus series（分取） 
使用溶媒：Acetonitril, Water（含 0.1% TFA） 
 
MM2計算 
Chem3D Ultra (Version 16.0.1.4) に搭載されている MM2 計算ソフトを用いて計算を行
った 
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実験項 
 
第一章 疎水性可溶担体を用いた C末端アルキルアミド化ペプチドの合成 
 
使用した試薬について 
全ての試薬は TCI (東京化成工業株式会社)、和光純薬工業株式会社、関東化学株式会社、
渡辺化学工業株式会社、Sigma-Aldrich社、JITSUBO株式会社から購入し，精製を行わず
に使用した。反応の進行をシリカゲル F254プレコートアルミ板 TLC (Merck)で追跡した。 
 
・化合物 4の合成 
 
 
化合物 2 (1.0 mmol)にトルエン(10 mL)、脱水 DMA(10 mL)、化合物 3 (3.0 mmol)、
AcOH (3.0 mmol)、NaBH(OAc)3 (3.0 mmol)、乾燥剤としてMolecular Sieves (4A)を加え、
90 ℃、1 時間、reflux条件で反応に供した。反応終了後、クロロホルム－飽和炭酸水素ナ
トリウム水溶液で中和・抽出を行い、有機相を Brine で洗浄した。有機相を MgSO4 で脱
水後、溶媒を留去し、アセトニトリルを加え沈殿させ、吸引濾過により乾燥固体を得た。
乾燥固体をシリカゲルクロマトグラフィー(クロロホルム:メタノール＝20:1, 0.1%TEA)で
精製を行い、化合物 4を得た。 
 1H-NMR (600 MHz; CDCl3) 
7.21 (d, 1H, J=8.4 Hz), 6.44-6.39 (m, 2H), 3.95 (t, 2H, J=6.0 Hz), 3.90 (t, 2H, J=6.0 Hz), 
3.82 (s, 2H), 2.70 (q, 2H, J=7.8 Hz), 1.83-1.81 (m , 4H), 1.49-1.39 (m , 4H), 1.38-1.21 (m, 
72H), 1.19 (t, 3H, J=7.8 Hz), 0.89 (t,6H, J=7.2 Hz) 
13C-NMR (150 MHz; CDCl3) 
160.100, 158.233, 131.222, 117.578, 104.413, 99.558, 68.048, 67.923, 47.376, 42.368, 
31.951, 29.730, 29.643, 29.615, 29.395, 26.197, 26.072, 22.711, 14.152, 13.960 
HRMS calc. for C53H101NO2 783.7832 (M+H 784.7910) found 784.7940 
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ペプチド合成 
・Fmoc-Pro-OHの縮合反応(化合物 5の合成) 
 
 
 
脱水 THF(10 mL)に基質、Fmoc-Pro-OH(1.5 eq.)、COMU(1.5 eq.)、DIPEA(4.0 eq.)を
加え室温で 1 時間反応に供した。反応終了後アセトニトリルを加え沈殿させ、減圧濃縮後、
氷冷したアセトニトリルを加え吸引濾過を行い、化合物 5を得た。 
 
・アミノ酸縮合反応 
タグ化合物に脱水 THF(10 mL)、Fmocアミノ酸(1.2 eq.)、HATU (1.2 eq.)、HOBt(1.2 
eq.)を加え室温で反応が終了するまで反応に供した。反応の追跡は TLCで行い、反応終了
後にアセトニトリルを加え化合物を沈殿させ、減圧濃縮後、氷冷したアセトニトリルを加
え、吸引濾過にて目的物であるペプチドを得た。 
 
・N末端 Fmoc基脱保護反応 
タグ化合物に THF (20 mL)、DBU (200 μL)、Piperidine (200 μL)を加え室温で 5 分反
応に供した。反応終了後 1 N HCl を用いて溶液の pHを 6付近とし、アセトニトリルを加
え沈殿させ、減圧濃縮後、氷冷したアセトニトリルを加え吸引濾過にて目的物であるペプ
チドを得た。 
 
・N末端アセチル化反応 
化合物 10 (0.010 mmol)に Pyridine(5.0 mL)、Ac2O(5.0 mL)を加え、室温で 15 分反応
に供した。反応終了後アセトニトリルを加え、吸引濾過にて目的物である化合物 11 を得
た。 
 
・担体、側鎖保護基の脱保護反応 
化合物 11 (0.01 mmol)に TFA(1.9 mL)、TIS(50 μL)、HsO(50 μL)を加え、室温で 1.5 時間
撹拌した。その後セライト濾過により担体の残渣を取り除いた。氷中で濾液に冷やしたジ
イソプロピルエーテルを加えることによりペプチドを沈殿させ、冷却遠心(-9 ℃、3000 rpm、
15 分を 3 回)により沈殿を回収し、HPLCで精製を行い目的物である化合物を得た。 
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Fmoc-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C73H118N2O5 1102.9041 (M+Na 1125.8938) found 1125.8932 
 
H-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C58H108N2O3 880.8360 (M+H 881.8438) found 881.8404 
 
Fmoc-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C92H146N6O9S 1511.0872 (M+Na 1534.0769) found 1534.0761 
 
H-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C77H136N6O7S 1289.0191 (M+Na1312.0088) found 1312.0071 
 
Fmoc-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C98H157N7O10S 1624.1712 (M+Na1647.1610) found 1647.1616 
 
H-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C83H147N7O8S 1402.1031 (M+Na1425.0929) found 1425.0906 
 
Fmoc-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C103H166N8O11S 1723.2396 (M+Na1746.2294) found 1746.2267 
 
H-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C88H156N8O9S 1501.1715 (M+Na1524.1613) found 1524.1604 
 
Fmoc-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C111H181N9O13S 1880.3500 (M+Na 1903.3397) found 1903.3395 
 
H-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C96H171N9O11S 1658.2819 (M+Na 1681.2716) found 1681.2727 
 
Fmoc-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C117H192N10O14S 1993.4340 (M+Na 2016.4237) found 2016.4188 
 
H-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C102H182N10O12S 1771.3659 (M+Na 1794.3557) found 1794.3523 
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Fmoc-Val-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C122H201N11O15S 2092.5024 (M+Na 2115.4922) found 2115.2824 
 
H-Val-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C107H191N11O13S 1870.4344 (M+Na 1893.4241) found 1893.4260 
 
Fmoc-Gly-Val-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C124H204N12O16S 2149.5239 (M+Na 2172.5136) found 2172.5154 
 
H-Gly-Val-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C109H194N12O14S 1927.4558 (M+Na 1950.4455) found 1950.4488 
 
Fmoc-Sar-Gly-Val-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C127H209N13O17S 2220.5610 (M+Na 2243.5507) found 2243.5483 
 
H-Sar-Gly-Val-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C112H199N13O15S 1998.4929 (M+Na2021.4827) found 2021.4775 
 
Ac-Sar-Gly-Val-D-alloIle-Thr(tBu)-Nva-Ile-Arg(Pbf)-Pro-(TAG)-NEt 
HRMS calc. for C114H201N13O16S 2040.5035 (M+Na 2063.4932) found 2063.4900.  
 
Ac-Sar-Gly-Val-D-alloIle-Thr-Nva-Ile-Arg-Pro-NEt (ABT-510) 
HRMS calc. for C46H83N13O11 993.6335 (M+Na 994.6413) found 994.6427. 
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第二章 疎水性可溶担体を用いた糖ペプチドの合成 
 
使用した試薬について 
全ての試薬は TCI (東京化成工業株式会社)、和光純薬工業株式会社、関東化学株式会社、
渡辺化学工業株式会社、Sigma-Aldrich社、JITSUBO株式会社から購入し，精製を行わず
に使用した。反応の進行をシリカゲル F254プレコートアルミ板 TLC (Merck)で追跡した。 
 
ペプチド合成 
・化合物 19の合成 
 
化合物 18(0.5 mmol)に脱水 DCM(10 mL)、Fmoc-Ala-OH(2.0 eq.)、DIPCI(3.0 eq.)、
DMAP(cat.)を加え、室温で 1.5 h、アルゴン雰囲気下で反応に供した。反応終了後、アセ
トニトリルを加え沈殿させ、減圧濃縮後、氷冷したアセトニトリルを加え吸引濾過を行
い、化合物 19を得た。 
1H-NMR (600 MHz; CDCl3) 
7.75 (d, 2H, J=7.6 Hz), 7.58 (d, 2H, J=7.6 Hz), 7.39 (t, 2H, J=7.6 Hz), 7.32-7.27 (m, 2H), 
7.18 (d, 1H, J=8.2 Hz), 6.43-6.36 (m, 2H), 5.41 (d, 1H, J=7.6 Hz), 5.21-5.11 (m, 2H), 
4.43-4.31 (m, 3H), 4.20 (t, 1H, J=7.6 Hz), 3.95-3.82 (m, 4H), 1.87-1.69 (m, 4H), 1.48-
1.37(m, 7H), 1.37-1.21(m, 72H), 0.90-0.86(t, 6H, J=6.9 Hz) 
13C-NMR (150 MHz; CDCl3) 
173.0, 161.1, 158.5, 155.5, 143.9, 143.8, 141.3, 141.2, 131.2, 127.6, 127.0, 125.15, 
125.104, 119.9, 115.6, 104.4, 99.6, 68.1, 68.0, 67.0, 63.0, 49.8, 47.1, 31.9, 29.7, 29.6, 
29.4, 29.3, 29.2, 26.0, 22.7, 18.9, 14.1. 
 
・アミノ酸縮合反応(化合物 20まで) 
タグ化合物に脱水 THF (10 mL)、Fmocアミノ酸 (1.5 eq.)、COMU (1.5 eq.)、DIPEA 
(2.0 eq.)を加え、室温で反応が終了するまで反応に供した。反応の追跡は TLCで行い、
反応終了後にアセトニトリルを加え化合物を沈殿させ、減圧濃縮後、氷冷したアセトニト
リルを加え、吸引濾過にて目的物であるペプチドを得た。 
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・N末端 Fmoc基脱保護反応(化合物 20まで) 
タグ化合物に THF (20 mL)、DBU (200 μL)、Piperidine (200 μL)を加え室温で 5 分
反応に供した。反応終了後 1 N HClを用いて溶液の pHを 6付近とし、アセトニトリル
を加え沈殿させ、減圧濃縮後、氷冷したアセトニトリルを加え吸引濾過にて目的物である
ペプチドを得た。 
 
・アミノ酸縮合反応 縮合剤検討 
タグ化合物が 4 μmol/ mL in solventになるように調整し、各縮合剤 (1.5 eq.)、Fmoc
アミノ酸 (1.5 eq.)にそれぞれの添加剤を加え反応に供した。1 h、12 hそれぞれの時点で
反応液を 40 μL取り、アセトニトリル 500 μLに加え、-20 ℃で 20 分冷却し、遠心分離
を行い、上清を捨て、沈殿を THF :MilliQ水=6:4 の混合溶液 300 μLに溶解し LC-MSの
サンプルとして反応の進行を確認した。 
 
・アミノ酸縮合反応(化合物 25から) 
タグ化合物(出発物を 0.02 mmol)に脱水 DCM(5 mL)、Fmocアミノ酸(1.5 eq.)、
COMU (1.5 eq.)、DIPEA (2% v/v)を加え、室温で反応が終了するまで反応に供した。反
応の追跡は TLCを用いて行い、反応終了後は ODSシリカゲルを 1000 mg 加え減圧濃縮
を用いて溶媒をアセトニトリルに置換し、氷冷してから吸引濾過を行った。その後 ODS
シリカゲルに担持した化合物を、クロロホルムを用いて抽出した。 
 
・N末端 Fmoc基脱保護反応(化合物 21から) 
タグ化合物に THF(10 mL)、DBU (100 μL)、Piperidine (100 μL)を加え、加え室温で
5 分反応に供した。反応終了後 1 N HClを用いて溶液の pHを 6付近とし、ODSシリカ
ゲルを 1000 mg 加え減圧濃縮を用いて溶媒をアセトニトリルに置換し、氷冷してから吸
引濾過を行った。その後 ODSシリカゲルに担持した化合物を、クロロホルムを用いて抽
出した。 
 
・化合物 28の合成 
化合物 27(89 μmol)に TFA (4.75 mL)、TIS (125 μL)、HsO (125 μL)を加え、室温で
1.5 時間撹拌した。その後セライト濾過により担体の残渣を取り除いた。氷中で濾液に冷
やしたジイソプロピルエーテルを加えることによりペプチドを沈殿させ、冷却遠心(-
9 ℃、3000 rpm、15 分を 3 回)により沈殿を回収し、目的物である化合物を得た。 
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1H-NMR (600 MHz; CDCl3) 
7.20 (d, 1H, J=8.2 Hz), 6.45-6.40 (m, 2H), 5.41 (d, 1H, J=7.6 Hz), 5.16-5.11 (m, 2H), 
3.96-3.91 (m, 5H), 1.80-1.73 (m, 4H), 1.47-1.40 (m, 4H), 1.38-1.22 (m, 75H), 0.90-0.86(t, 
6H, J=6.9 Hz) 
13C-NMR (150 MHz; CDCl3) 
160.8, 158.5, 131.19, 116.3, 104.4, 99.6, 68.1, 62.5, 31.9, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 29.2, 
26.0, 22.7, 14.1. 
 
 
1H-NMR (600 MHz; CDCl3) 
7.79-7.71 (m, 2H), 7.63-7.46 (m, 2H), 7.43-7.35 (m, 2H), 7.33-7.26 (m, 2H), 7.08-6.99 
(m, 1H), 6.59-6.25 (m, 2H), 5.23-4.92 (m, 2H), 4.58-4.51 (m, 1H), 4.46-4.09 (m, 4H), 
3.96-3.82 (m, 4H), 3.61-3.56 (m, 1H), 3.55-3.39 (m, 1H), 2.34-1.84 (m, 4H), 1.79-1.69 
(m, 4H), 1.47-1.12(m, 75H), 0.91-0.84(t, 6H, J=6.9 Hz) 
13C-NMR (150 MHz; CDCl3) 
172.8, 172.5, 171.5, 171.1, 160.8, 158.4, 155.9, 155.1, 144.2, 144.0, 143.8, 143.7, 141.3, 
131.0, 127.7, 127.0, 125.1, 120.0, 116.0, 115.7, 104.4, 99.6, 68.0, 67.8, 67.7, 63.0, 62.8, 
60.9, 60.4, 48.4, 48.1, 47.5, 47.2, 47.0, 31.9, 31.2, 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 29.1, 28.6, 26.0, 
24.6, 23.5, 22.7, 21.0, 18.7, 18.3, 14.2, 14.1. 
 
 
1H-NMR (600 MHz; CDCl3) 
8.10 (d, 1H, J=8.2 Hz), 7.20 (d, 1H, J=8.2 Hz), 6.45-6.40 (m, 2H), 5.21-5.09 (m, 2H), 
4.58 (qui, 1H, J=7.6 Hz), 3.96-3.90 (m, 4H), 3.77-3.71 (m, 1H), 3.03-2.98 (m, 1H), 2.95-
2.89 (m, 1H), 2.17-2.10 (m, 1H), 2.05-1.94 (m, 1H), 1.92-1.83 (1H), 1.80-1.73 (m, 4H), 
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1.73-1.67 (m, 2H), 1.47-1.40 (m, 4H), 1.38 (d, 3H, J=7.6 Hz), 1.36-1.12 (m, 72H), 0.91-
0.84(t, 6H, J=6.9 Hz) 
13C-NMR (150 MHz; CDCl3) 
174.8, 173.1, 160.8, 158.4, 131.1, 116.1, 104.5, 99.6, 68.1, 68.0, 62.7, 60.5, 47.6, 47.2, 
31.9, 31.6, 30.7, 29.7, 29.6, 29.4, 29.2, 26.1, 26.0, 25.6, 22.7, 18.7, 14.1, 
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Fmoc-Ala-TAG 
HRMS calc. for C69H111NO6 1049.8411 (M+Na1072.8304) found 1072.8397 
 
H-Ala-TAG 
HRMS calc. for C54H101NO4 827.7731 (M+Na850.7623) found 850.7647 
 
Fmoc-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C74H118N2O7 1146.8939 (M+Na1169.8831) found 1169.8810 
 
H-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C59H108N2O5 924.8258 (M+H 925.8831) found 925.8389 
 
Fmoc-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C93H146N6O11S 1555.0770 (M+H 1556.0843) found 1556.0857 
 
H-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C78H136N6O9S 1333.0090 (M+H 1334.0162) found 1334.0192 
 
Fmoc-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C111H172N8O21S 1985.2358 (M+Na2008.2250) found 2008.2232 
 
H-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C96H162N8O19S 1763.1677 (M+H 1764.1750) found 1764.1768 
 
Fmoc-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C119H185N9O24S 2156.3253 (M+H 2157.3326) found 2157.3344 
 
H-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C104H175N9O22S 1934.2532 (M+H 1935.2645) found 1935.2642 
 
Fmoc-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C124H192N10O25S 2253.3781 (M+H 2254.3854) found 2254.3862 
 
H-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C109H182N10O23S 2031.3100 (M+H 2032.3173) found 2032.3167 
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Fmoc-Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C127H197N11O26S 2324.4152 (M+Na2347.4044) found 2347.4015 
 
H-Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C112H187N11O24S 2102.3471 (M+Na2125.3363) found 2125.3318 
 
Boc-Ser(tBu)-Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
HRMS calc. for C124H208N12O28S 2345.4942 (M+Na2368.4834) found 2368.4811 
 
H-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(GalNAc)-Arg-Pro-Ala-OH 
HRMS calc. for C47H74N12O21 1142.5091 (M+H 1143.5164) found 1143.5146 
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化合物 1 (ABT-510)  
crude 
 
精製後 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: 0.1% TFA/ Acetonitrile 
Gradient: A/B=100/0 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 21.0 min. 
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Fmoc-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 33.4 min. 
 
HRMS calc. for C69H111NO6 1049.8411 (M+Na1072.8304) found 1072.8397 
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H-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 27.1 min. 
 
HRMS calc. for C54H101NO4 827.7731 (M+Na850.7623) found 850.7647 
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Fmoc-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 32.3 min. 
 
HRMS calc. for C74H118N2O7 1146.8939 (M+Na1169.8831) found 1169.8810 
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H-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 25.7 min. 
 
HRMS calc. for C59H108N2O5 924.8258 (M+H 925.8831) found 925.8389 
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Fmoc-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 32.3 min. 
 
HRMS calc. for C93H146N6O11S 1555.0770 (M+H 1556.0843) found 1556.0857 
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H-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 28.4 min. 
 
HRMS calc. for C78H136N6O9S 1333.0090 (M+H 1334.0162) found 1334.0192 
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Fmoc-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 31.4 min. 
 
HRMS calc. for C111H172N8O21S 1985.2358 (M+Na2008.2250) found 2008.2232 
 
  
82 
 
H-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 29.7 min. 
 
HRMS calc. for C96H162N8O19S 1763.1677 (M+H 1764.1750) found 1764.1768 
 
  
83 
 
Fmoc-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 31.6 min. 
 
HRMS calc. for C119H185N9O24S 2156.3253 (M+H 2157.3326) found 2157.3344 
 
  
84 
 
H-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 28.8 min. 
 
HRMS calc. for C104H175N9O22S 1934.2532 (M+H 1935.2645) found 1935.2642 
 
  
85 
 
Fmoc-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 31.4 min. 
 
HRMS calc. for C124H192N10O25S 2253.3781 (M+H 2254.3854) found 2254.3862 
 
  
86 
 
H-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 28.9 min. 
 
HRMS calc. for C109H182N10O23S 2031.3100 (M+H 2032.3173) found 2032.3167 
 
  
87 
 
Fmoc-Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 31.3 min. 
 
HRMS calc. for C127H197N11O26S 2324.4152 (M+Na2347.4044) found 2347.4015 
  
88 
 
H-Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 29.3 min. 
 
HRMS calc. for C112H187N11O24S 2102.3471 (M+Na2125.3363) found 2125.3318 
 
  
89 
 
Boc-Ser(tBu)-Ala-Pro-Asp(OtBu)-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 31.1 min. 
 
HRMS calc. for C124H208N12O28S 2345.4942 (M+Na2368.4834) found 2368.4811 
  
90 
 
H-Ser-Ala-Pro-Asp-Thr(GalNAc)-Arg-Pro-Ala-OH 
 
 
 
 
HPLC condition 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: 0.1% TFA/ Acetonitrile 
Gradient: A/B=90/10 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min. 
Detected at 11.8 min. 
 
HRMS calc. for C47H74N12O21 1142.5091 (M+H 1143.5164) found 1143.5146 
 
  
91 
 
・縮合剤の検討 
１）Fmoc-Thr(GalNAc)-OH縮合 (4 残基目) 
 
HPLC condition 
Develosil C-8 φ4.6×150 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min 
Detected at 250-260 nm 
  
92 
 
溶媒：THF 
①COMU 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
93 
 
②DIPCI 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
94 
 
③PyBOP 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
95 
 
④DMT-MM 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
  
96 
 
⑤CIP 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
97 
 
溶媒：DCM 
①COMU 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
98 
 
②DIPCI 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
99 
 
③PyBOP 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
  
100 
 
④DMT-MM 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
101 
 
⑤CIP 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
102 
 
Fmoc-Thr(tBu)-OH縮合 THF /COMU 
 
1 h 
 
 
 
12 h 
 
  
103 
 
２）Fmoc-Asp(OtBu)-OH縮合 (5 残基目) 
 
HPLC condition 
Develosil C-8 φ4.6×150 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min 
Detected at 250-260 nm 
  
104 
 
溶媒：THF 
①COMU 
 
1 h  
 
 
 
12 h 
 
  
105 
 
②DIPCI 
 
1 h 
 
 
12 h 
 
  
106 
 
③PyBOP 
 
1 h 
 
 
12 h 
 
  
107 
 
④DMT-MM 
 
1 h 
 
 
12 h 
 
  
108 
 
⑤CIP 
 
1 h 
 
 
12 h 
 
 
  
109 
 
溶媒：DCM 
 
①PyBOP 
 
1 h 
 
 
  
110 
 
Fmoc-Gly-OH縮合 THF/COMU 
 
1 h 
 
 
 
Fmoc-Lys(Boc)-OH縮合 THF/COMU 
 
1 h 
 
  
111 
 
・Fmoc-Thr(GalNAc)-Arg(Pbf)-Pro-Ala-TAG 回収法検討 
 
HPLC condition 
Develosil C-8 φ4.6×150 
A: 0.1% TFA/ MilliQ, B: THF/ Methanol=8/2 
Gradient: A/B=40/60 to A/B=0:100 at 40 min. 
Flow rate: 0.2 mL/ min 
Detected at 250-260 nm 
  
112 
 
①Acetonitrile 
 
 
②Methanol 
 
  
113 
 
③cyclohexane/ Acetonitrile 
 
 
 
④cyclohexane/ Methanol 
 
  
114 
 
⑤Acetonitrile-ODS 回収法 1 
 
 
 
⑥Acetonitrile-ODS 回収法 2 
 
 
  
115 
 
 
⑦Methanol-ODS 回収法 2 
 
 
 
 
⑧Acetonitrile-SiO2 回収法 2 
 
 
 
